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研究成果の概要：末梢血単核細胞から線維細胞を誘導するための培養至適切条件を確立し、得
られた線維細胞を用いて気道リモデリングに関係する機能の解析を行った。線維細胞はシステ
イニルロイコトリエンのレセプターを発現しており、ロイコトリエン D4 刺激は増殖には影響
しないが、線維芽細胞への分化を抑制し、血管新生に関わる因子の産生を抑制することで、気
道炎症に伴う組織修復過程に影響を与える可能性が示唆された。一方、IL-17 刺激では細胞増
殖は抑制されるが、CD40L の刺激による IL-6,VEGF 産生を増強し、気道リモデリングを増悪
させる可能性が考えられた。また線維細胞は CD4 陽性 T 細胞を活性化し、活性化した T 細胞
との CD40/CD40L を介する相互作用により IL-17、IL-6、VEFG 産生増強することで気道リ
モデリングに関与することが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
小児気管支喘息の発症にはアトピー素因
に加え、気道過敏性を含めた呼吸機能の異常
が関与していると考えられている。成人喘息
では呼吸機能の異常に気道リモデリングの
関与が指摘されているが、小児気管支喘息の
病態における気道リモデリングの役割には
不明の点が多い  (Payne D, Am J Respir 
Crit Care Med 2003)。しかし、小児におい
ても喘息発症前の段階で既に気道リモデリ
ングが生じている症例があることから、気道
リモデリングの制御を目的としての喘息の
早期介入治療の重要性が指摘されている
(Djukanovic R, J Allergy Clin Imuunol 
2002)。 
気道リモデリングの進展予防には気道のア
レルギー性炎症を抑制することが重要との
考えから、わが国や欧米の喘息治療ガイドラ
インでは吸入ステロイドによる早期治療が
推奨されている。しかしながら、近年、相次
研究種目：基盤研究（Ｃ） 
研究期間：2007～2008 
課題番号：１９５９１２４５ 
研究課題名（和文） 末梢血線維細胞の機能解析による気道リモデリングの評価法の確立 
 
研究課題名（英文） Evaluation of airway remodeling by analyzing functions of peripheral 
blood fibrocytes. 
 
研究代表者 
大嶋 勇成（OHSHIMA YUSEI） 
福井大学・医学部附属病院・講師 
研究者番号：４０３０３３９１ 
いで発表された吸入ステロイドによる早期
介入試験の結果は、吸入ステロイドによって
も呼吸機能の低下を完全に防げず、喘息の自
然経過そのものを大きくかえることは出来
ないことが指摘されている(IFWIN study, 
Lancet 2006, PAC study, N Engl J Med 
2006, PEAK trial, N Engl J Med 2006)。こ
れらの結果は吸入ステロイドではアレルギ
ー性炎症を抑制しきれず、気道リモデリング
が進行してしまうためと考えられるが、その
一方で、気道組織の構成要素である平滑筋細
胞や線維芽細胞自体が持つ固有の性状が喘
息患児では正常児と異なっているため気道
リモデリングが進行しやすいとも考えられ
る。 
本研究では気道リモデリングで問題とな
る気道平滑筋の肥大や気道上皮基底膜の肥
厚、さらには気道粘膜下の毛細血管増生に関
与するとされる筋線維芽細胞に着目し、その
前駆細胞であることが明らかにされた末梢
血中の線維細胞を用いることで(Schimidt M, 
J Immunol 2003)、気道リモデリングの機序
の解析と、その制御方法の検討を試みるとと
もに、小児気管支喘息患者の気道で生じてい
る気道リモデリングの状態を間接的に評価
する方法として末梢血線維細胞を指標とす
る方法を検討する。 
末梢血単核球中の線維細胞の比率は
0.1-0.5%と非常に少ないとされていたが
(Chesney J Proc Natl Acad Sci 1997)、末梢
血単球細胞の一部から線維細胞を分化させ
ることが可能であることを示す報告が散見
されるようになった。(Abe R J Immunol 
2001, Philling D J Leukoc Biol 2006)そこで、
末梢血単核細胞から線維細胞を誘導し、喘息
における気道炎症組織の修復と過程として
のリモデリングの進行を評価ことに利用で
きることが期待される。 
 
２．研究の目的 
小児喘息患者に対する早期介入を行うた
めには、小児喘息患者の大半が乳児期に発症
することを考えると、乳児喘息患者を対象と
して治療的介入を行う必要がある。しかしな
から、乳児期に喘鳴を呈する患者は必ずしも
喘息患者だけではなく、感染に伴い喘鳴を呈
するが年齢とともに喘鳴を呈することが無
くなるような一過性の喘鳴患者がかなりの
割合で存在する(Martinez, Lancet 2006)。そ
のため、過剰な治療を避け、小児喘息として
気道リモデリングが進展し呼吸機能が障害
されていくような狭義の喘息患者を同定す
ることが重要となるが、現時点ではアトピー
の家族歴、アトピー性皮膚炎の既往歴、吸入
抗原への感作が参考事項としてあげられる
程 度 で あ る (Ohshima Y, Ann Allergy 
Asthma Immunol 2002)。これらは主にアレ
ルギーの有無を指標としたものであり、気道
リモデリングに関連した指標がないのが現
状である。そこで、本研究では、末梢血単核
球から誘導した線維細胞の性状を解析し、喘
息発症に関連する線維細胞の特性を明らか
にし、その解析方法を確立することで乳児喘
息患者の診断と病態評価に応用するための
基礎的検討を行なった。 
  
３．研究の方法 
末梢血線維細胞の分離培養は、Chesney ら
(Proc Natl Acad Sci USA 1997)や Yang ら(Lab 
Invest 2002)の方法を参考にして行った。末
梢血単核球を分離し、フィブロネクチンをコ
ートしたプレート上で培養、４日目に非付着
細胞を除去した上で PDGF-BB、VEGF などの各
種増殖因子を添加し 21 日目に付着細胞とし
て線維細胞を回収した。回収した細胞の CD14、
CD1a、CD83、vonWillbrand factor VⅢの発
現をフローサイトメーターで測定し、マクロ
ファージ、樹状細胞、血管内皮細胞前駆細胞
の混入割合を測定し、線維細胞の純度を評価
することで高純度の線維細胞が誘導される
条件を検討した。 
 次に、分離誘導した線維細胞をフィブロネ
クチンをコートしたプレート上で培養し、気
管支喘息の病態、とりわけ気道リモデリング
に影響するとされる各種サイトカイン、ロイ
コトリエンを添加し細胞増殖反応やサイト
カイン産生能、コラーゲン産生能を測定した。
また、気道炎症において局所に浸潤する活性
化 CD4 陽性 T細胞が発現する CD40L から線維
細胞が受ける刺激の効果を再現するため可
溶性 CD40L 用いて刺激し、サイトカイン産生
能などを検討した。また一部の実験では線維
細胞をあらかじめ病原体成分である PGN、
poly Ｉ;C、LPS で刺激した後、CD4 陽性 T細
胞と共培養し、培養上清中のサイトカイン産
生を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 末梢血単核細胞からの線維細胞誘導法  
 末梢血単核細胞をフィブロネクチンコー
ト無しのプレートで培養した場合、線維細胞
のプレートへの付着性が弱く、回収率、生存
率の低下を認めた。また、線維細胞の増殖因
子として報告されているVEGFや IL-1βの添
加では線維細胞の回収率が増加するものの、
回収した細胞中にそれぞれ血管内皮細胞や
マクロファージの形質を持つ細胞の割合が
増加することが観察された。一方、PDGF-BB
の添加ではα-smooth muscle actin を発現し
た高純度の線維細胞を効率良く回収するこ
とが観察された。 
 
(2) LTD4 の線維細胞機能に及ぼす作用 
 アレルギー性炎症を惹起する重要なメデ
ィエーターの一つであり、気道リモデリング
にも関与するシステイニルロイコトリエン
の線維細胞に対する作用を検討するため、線
維細胞の CysLT1R, CysLT2R の発現を検討し
た。その結果、線維細胞は CysLT1R, CysLT2R 
mRNA を発現し、蛋白レベルでは CysLT2R を主
に発現していた。LTD4 の線維細胞の増殖に与
える作用は、1μMまでの濃度の範囲では認め
られなかった。しかし、線維芽細胞のマーカ
ーであるα-smooth muscle actin、Calpain
発現や細胞外基質の collagen I の発現は、
LTD4 の濃度に依存して発現が抑制された。 
 
また、気道リモデリングの特徴となる血管新
生に関与する VEGF や angiogenin、TGF-β1 の
mRNA の発現 IL-6、TNF-α産生は、LTD4 の濃度
依存性に抑制された。 
以上の結果より LTD4 は線維細胞に対して、
線維芽細胞への分化を抑制し、血管新生に関
わる因子の産生を抑制することで、気道炎症
に伴う組織修復過程に影響を与える可能性
が示唆された。 
 
(3) IL-17 ファミリー分子が線維細胞機能に
およぼす影響 
 近年、喘息の病型によっては IL-17 が病態
形成に関与していることが報告されている。
そこで、IL-17 が線維細胞機能に及ぼす影響
を検討したところ、線維細胞の増殖は検討し
た濃度範囲での IL-17E(IL-25)では影響を受
けなかったが、IL-17A または IL-17E の添加
では濃度依存性に抑制された。線維細胞によ
る IL-6 産生は IL-17A 刺激では弱いものの
sCD40L 刺激が加わると著明に増加した。ま
た IL-17A 存在下で sCD40L により誘導され
る IL-6産生は IL-17Aの濃度に依存して著明
に増加した。一方 IL-17F, IL-17E は IL-6 産
生には影響を与えなかった。線維細胞の
IL-10 産生は IL-17A、IL-17E, IL-17F のい
ずれによっても濃度依存性に抑制された。 
 
 
また、線維細胞の VEGF の mRNA 発現は
IL-17A、IL-17E、IL-17F 存在下で sCD40L
刺激が加わると増加し、コラーゲン I の発現
は IL-17E、IL-17F 存在下で sCD40L 刺激が
加わると増加した。 
 
 
 従って、IL-17 を産生し、CD40L を発現す
る Th17 細胞との相互作用により線維細胞は
気道リモデリングの増悪に作用する可能性
が考えられた。 
 
(4) 線維細胞が CD4 陽性 T 細胞活性化に及
ぼす作用 
  線維細胞は線維芽細胞の前駆細胞として
の性質だけでなく、CD86 や MHC class II
も発現し、T 細胞の活性化作用も持つ。一方、
乳児喘息では症状誘発に気道感染が関与し
ていることが多い、そこで病原体成分による
刺激を受けた線維細胞がT細胞活性化にどの
ような影響を与えるかを検討した。 
ペプチドグリカンや Poly I:C、LPS により刺
激した線維細胞を CD4 陽性 T 細胞と共培養
したところ、病原体成分で刺激しない線維細
胞でもCD4陽性T細胞と共培養すると IL-17
産生が増強し、ペプチドグリカン刺激が加わ
ると IL-17 産生がさらに増強した。Poly I:C
や LPS により刺激した線維細胞と CD4 陽性
T 細胞との共培養では IL-17 産生は認めなか
った。 
また、線維細胞は CD4 陽性 T 細胞との共培
養激により、VEGF、IL-6 産生が誘導される
が、PGN 刺激を受けた線維細胞との共培養
では VEGF、IL-6 産生は更に増加した。線維
細胞と CD4 陽性 T 細胞との共培養による
VEGF、IL-6 の産生増強は抗 CD40 抗体の添
加により阻害されたことから、活性化 T 細胞
の発現する CD40L と線維細胞 CD40 との相
互作用が重要な役割を持つと考えられた。 
 以上の検討結果から、病原体の種類によっ
ては、線維細胞と CD4 陽性 T 細胞との相互
作用が増強され、気道リモデリングに関与す
る因子の産生増強が誘導されることが示唆
された。 
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